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This work focussed on a comparative analysis of the codified proteins of the CMS-Rf system, having as purpose to find
certain correlations between them and some specific properties of polypeptides.

Incepand cu anul 1953, odati cu descoperirea structurii ADN-ului [ 7] biologia moleculari a cunoscut o dez-
voltare exponentiala. Aparitia unui volum mare de cunostinte noi impune, pe de o parte, necesitatea structurarii
acesteia in subdomenii de cercetare, iar, pe de alta — dicteaza utilizarea unor tehnologii de studiu si analiza mai
performante. Aceastd dilema informationala este rezolvata cu ajutorul bazelor de date (BD), care reprezinta
»adevarate depozite de informatii ” ce atrag anual un numar mare de cercetatori.

Eficienta unei BD este determinata de cantitatea informatiei stocate si de prezenta programelor informati-
onale ce tind sa faciliteze atat accesul, cat si analiza datelor. In cadrul biologiei moleculare cele mai utilizate
BD sunt: The National Center for Biotechnology Information (NCBI) [15], DNA Data Bank of Japan
(DDBJ) [10], DNA Data Bank [16], Gene Bank Database [14], Expert Protein Analysis System (expasy)
[12] etc. Actualmente, NCBI, care a fost fondata in 1988 ca o subdiviziune a bibliotecii nationale de medicina
din Statele Unite ale Americii, reprezinta cel mai mare rezervor de informatii cu aplicatii largi in medicina,
geneticd gi farmaceutica.

Utilizand aceasta baza de date, am recurs la cercetarea proteinelor specifice pentru genotipurile cu androsteri-
litate citoplasmatica si a celor restauratoare de fertilitate la diferite specii de plante, in scopul caracterizarii si
identificarii anumitor particularitati specifice.

Material si metode

Toate proteinele au fost selectate din baza de date NCBI [15]. Analiza unor proprietati specifice ale pro-
teinelor (masa moleculard, punctul izoelectric, hidrofobicitatea, sarcina electrica, frecventa aminoacizilor si
strucura secundard) a fost realizata prin intermediul programelor computerizate: Protein Workbench 5.0.1.[9];
Swiss Pdb Viewer ver. 4.0.1. [13]; Swissmodel.expasy.org [17]. Stabilirea tipurilor de domenii proteice (D.P.)
si clasificarea acestora in noncitoplasmatice, transmembranare si citoplasmatice a fost efectuata cu ajutorul
programei Phobius [11].

Rezultate si discutii

Rezultatele obtinute la analiza masei moleculare a relevat ca la toate proteinele 4SC aceasta are o va-
loare mica, cu limitele inferioare de 7,12 kDa, 8,63 kDa la (ORF67 si ORF60 de la Brassica oleraceea), iar
cele superioare de 26,66 kDa, 43,8 kDa (orfB-F, Daucus carottai, proteina ASC de la Petunia axillaris). La
Helianthus annuus produsul de expresie a genei orfH522 are o masa moleculara apropiatd de valoarea medie
a proteinelor 4SC: 19,5 kDa. La proteinele restauratoare de fertilitate a fost observat faptul cd acestea au mase
moleculare mari, cu o valoare medie de 69,58 kDa. Minimul de 55,37 kDa si 58,1 kDa poseda produsul de
expresie a genei Rflb de la Oryza sativa si ALDH de la Arabidobsis thaliana. Abaterea maximala pozitiva a
fost inregistrata la produsul de expresie a genei RfIc si Rf1 de la Oryza sativa si la proteina restauratoare de la
Raphanus sativus cu niste indici de 87,7 kDa, 87,6 kDa si 76,5 kDa.

Analiza punctului izoelectric al produsilor de expresie a genelor ASC a semnalat o abatere cuprinsa in li-
mitele 4,82-9,87. Investigarea computerizata a acestei variabile, la proteinele restauratoare, a scos 1n evidenta
valori intermediare de 6,87, ceea ce reprezintd cu 1,49 unitati mai putin fatd de valorile medii ale proteinelor
ASC. Extremele minime au fost inregistrate la produsii de expresie a genelor orf687 de la Raphanus sativus —
5,23 si Rfla de la Oryza sativa — 6,25. Maximul valorilor de 8,36 si 8,22 a fost observat la produsii de expresie
a genelor RfPPR591 de la Petunia hzbrida si Rf1b de la Oryza sativa.

Studiul detaliat al hidrofobicitdtii proteinelor a aratat ca la ambele grupe ASC si Rf predomind catenele hidrofobe
cu o valoare medie de 0,5, fatd de cele hidrofile cu o valoare medie de 0,23. La proteinele specifice genotipurilor
androsterile valorile maxime ale catenelor hidrofobe de 0,66 si 0,63 au fost inregistrate la ORF67 de la Zea mays si,
respectiv, la ORF79 de la Oryza sativa. La proteinele restauratoare de fertilitate analiza catenelor hidrofobe arati o
abatere maxima de 0,07 si 0,06 la aldehiddehidrogenaza de la Oryza sativa sila ALDH2B de la Zea mays.

Analiza complexului proteic din cadrul grupului 4SC a sugerat faptul cd potentialul electrostatic e putin
deplasat in favoarea sarcinilor pozitive, cu o valoare medie de 0,11 fatd de 0,9 ale celor negative. Maximurile
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sarcinilor negative predomina la proteina ORF67 de la Brassica oleraceea — 0,22, la proteina ORF138 de la
Raphanus sativus — 0,15 (Fig.1) si la produsul de expresie a genei orf 209 de la Phaseolus vulgaris — 0,14,

Fig.1. Potentialul electrostatic al proteinei ORF'138 de la Raphanus sativus
modelat cu ajutorul programei Swiss Pdb Viewer ver. 4.0.1 [13].

Studiul proteinelor restauratoare de fertilitate indicé faptul cé atat sarcinile pozitive, cét si cele negative au
o distributie inaltd, cu un indice de 0,1. Numarul maxim de sarcini negative —0,13 a fost observat la produsul
de expresie a genei orf687 de la Raphanus sativus (Fig.2) si la produsii de expresie a genelor Rf4 de la Oryza
sativa $i RfPPR592 de la Petunia hybrida. lar maxima sarcinilor pozitive este prezenta la produsii de expresie
a genelor RfPPR591 si RfPPR592 de la Petunia hybrida.

Nor de
electroni

Fig.2. Potentialul electrostatic la produsul de expresie a genei orf687 de la Raphanus sativus
modelat cu ajutorul programei Swiss Pdb Viewer ver. 4.0.1 [13]: rosu — nor de elecroni; albastru — deficit de electroni.
Nota: desenele reprezintd o continuitate de la stanga la dreapta.

Analiza frecventei aminoacizilor la esantionul compus din 24 de proteine androsterile a ardtat ca in majo-
ritatea cazurilor predomina leucina, opozabil triptofanului cu cel mai mic procentaj al distributiei cantitative.
Studiul proteinelor restauratoare de fertilitate a permis diferentierea acestora in doud grupuri mari. In primul
sunt incluse aldehiddehidrogenazele, unde dintre toti aminoacizii procentajul maximal 1l poseda alanina, care,
la randul sau, induce un indice hidrofobic mai mare intregii proteine, iar in al doilea grup predomina leucina.

Investigarea structurii secundare a proteinelor, care este in stransd interdependenta cu functia acestora, a
ardtat in majoritatea cazurilor o predominantd de B-structuri la proteinele specifice genotipurilor androsterile.
Prevalarea d-helixurilor a fost intdlnita doar la produsul de expresie a genei orfH522 de la Helianthus annuus,
la proteinele ORF209 de la Phaseolus vulgaris st ORF 108 de la Brassica junceea. Un numar egal de d-helixuri
si B-structuri a fost constatat pentru proteinele ORF98, ORF239 de la Phaseolus vulgaris si ORF222 de la
Brassica rapa si Brassica napus.

Analiza produsilor de expresie a genelor Rf a permis divizarea acestora in trei grupuri mari. in primul sunt
incluse proteinele genelor Rf1, Rfla, Rf1b si Rfic de la Oryza sativa, produsul de expresie a genei rf2b de la
Zea mays ASC-T, proteinele RfPPR591 (Fig.3) si RfPPR592 de la Petunia hybrida si aldehiddehidrogenaza de
la Arabidobsis thaliana, unde o predominanta majora au é-helixurile (Fig.3).

Fig.3. ALDH de la Arabidobsis thaliana si produsul de expresie a genei RfPPR591 de la Petunia hybrida modelate
cu ajutorul saitului www.swissmodel.expasy.org [17].
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in al doilea grup intrd aldehiddehidrogenazele de la Oryza sativa (Fig.4), Nicotiana tabacum si produsul de
expresie a genei 7f2 de la Zea mays cu citoplasma de tip T in care au fost remarcate proportii egale de d-helixuri
si B-structuri (Fig.4).

Fig.4. ALDH de la Oryza sativa si RF2 de la Zea mays, restaurator pentru ASC-T
modelate cu ajutorul saitului www.swissmodel.expasy.org [17].

Iar in al treilea grup este inclus doar produsul de expresie a genei Rfo de la Brassica napus, unde o predo-
minantd majora au B-structurile.

Stabilirea tipurilor de domenii la proteinele cercetate

Un aspect important, legat de cercetarea proteinelor, 1l reprezinta studiul domeniilor proteice. Aplicarea
programei Phobius [11] a scos in evidentd cele mai elocvente deosebiri dintre grupurile studiate. Astfel, ma-
joritatea proteinelor responsabile pentru manifestarea fenotipicd a ASC-ului au domenii noncitoplasmatice,
transmembranare si citoplasmatice. Exceptie de la regula fac proteinele ASC: ORF108 de la Brassica juncea,
ORF67 de la Brassica oleracea, ORF98 si ORF209 de la Phaseolus sp. st ORF25 de la Triticum aestivum — cu
domenii strict citoplasmatice ca si toate proteinele restauratoare de fertilitate.

Discutii
In urma analizei a 24 de proteine androsterile si a 13 proteine restauratoare de fertilitate, au fost observate
o serie de deosebiri si unele aseméanari intre cele doua grupuri studiate (Fig.5).

Predomini catene Hidrofobe

Un echilibru intre sarcinile pozitive i cele negative

Punctulul izoelectric la un pH Punctulul izoelectric la un pH

mai alcalin mai acid

Dintre aminoacizi predomini
Leucina, la ALDH predomina
Alanina

Dintre aminoacizi predomini
Lencina

Predomini p-structurile Predomini a-helixurile

Fig.5. Deosebiri i asemanari Intre proteinele ambelor grupe studiate.

Masele moleculare mari ale proteinelor restauratoare de fertilitate si distributia inalta atét a sarcinilor pozi-
tive, cat si a celor negative ce influenteaza proprietatile fizicochimice ale proteinelor, precum si interactiunile
dintre ele [5,6], ar putea fi un indiciu de complexitate structurala si functionald a acestor biomolecule.

Totodata, proteinele androsterile, desi posedd dimensiuni mai mici, au Inregistrat o predominantd de
[B-structuri opozabil proteinelor restauratoare de fertilitate cu dimensiuni mai mari, unde prevaleaza d-helixurile.
Acest fenomen poate fi explicat prin faptul ca o structura biologicé complicata, daca ar fi formata din subunitati
foarte complexe, ar avea un numar foarte mare de probabilititi de interactiune dintre subunitati, ceea ce la un
moment dat ar duce la confruntarea intre ele.

Prevalarea domeniilor transmembranare la majoritatea proteinelor androsterile poate fi un argument in fa-
voarea conceptiilor din literatura precum ca acestea sunt polipeptide membranare (cu referire la porumbul cu
citoplasma de tip T [3]; sfecla de zahar [4]; petunie [8]; floarea - soarelui [2] etc. ).

Studiul combinat dintre programa Phobius [11] si Swiss Pdb Viewer ver. 4.0.1. [13] permite sa observam
ca capatul initial de 23 de aminoacizi ai produsului de expresie a genei orfH522 de la Helianthus annuus are un
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domeniu noncitoplasmatic cu un potential electrostatic echilibrat dintre sarcinile pozitive si cele negative. In
partea centrala a acestuia (intre 24 si 41 de aminoacizi) existd, insd, un domeniu transmembranar in care lipsesc
sarcinile electrice. lar partea posterioara a proteinei (42-174 de aminoacizi cu un domeniu noncitoplasmatic) are
un conglomerat de sarcini pozitive. Distributia potentialului electrostatic pe fata interna si externa a membranei
mitocondriale ne ajutd sa intuim repartizarea spatiald la produsul de expresie a genei orfH522 de la floarea -
soarelui (Fg.6). Si deoarece studiul liniilor materne arata ca proteina ASC cauzeaza expulzarea citocromului ¢ din
mitocondrie 1n citosol [1], putem intui cd aceasta proteina ar putea functiona similar unei pompe ionice.

Doraenin
noncitoplasmatic

CITOPLASMA

o VB
\i ™ Metrbrana mitocondriald dubli
T Mitocondris R g

Fig.6. Modelul ipotetic privind distributia spatiald a produsului de expresie a genei orfH522
de la Helianthus annuus.

Concluzii

1. In urma cercetarilor am relevat ca grupurile de proteine ASC si Rf au inregistrat o serie de deosebiri ma-
jore in ceea ce priveste masa moleculard, punctul izoelectric si structura secundara.

2. Predominanta domeniilor tansmembranare la majoritatea proteinelor ASC si lipsa asestora la produsii de
expresie a genelor Rf denota ca la primul grup sunt atribuite proteinele membranare.

3. Repartizarea spatiald a produsului de expresie a genei orfH522 de la Helianthus annuus ne permite sa
postulam ca, acesta ar putea functiona similar unei pompe ionice, care expulzeaza citocromul ¢ din mitocon-
drie in citosol.
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